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Cwiczenie 11 12

Temat: Mikrobiologiczne kryteria zywnosci. Kryteria higieny

Kryteria/wskazniki higieniczne zywnos$ci sg to grupy bakterii dostajace si¢ do zywnosci w
wyniku niewtasciwej higieny produkcji 1 braku higieny osobistej pracownikow.

Przez wiele lat podstawowymi wskaznikami higienicznymi w produkcji Zzywno$ci byly
bakterie pochodzenia kalowego (cze¢sto obok nowych wymagan sg one nadal stosowane jako

wymagania norm zakladowych): a) pateczki grupy coli b) paciorkowce z rodzaju Enterococcus

Obecnie w wyniku zmian zachodzacych w prawie zywnos$ciowym, ktoére majg na celu
ujednolicenie przepisow wszystkich panstw cztonkowskich Unii Europejskiej obowigzuja
pojecia:

a) Kryterium higieny procesu — wymagania (dozwolona liczba okreslonych drobnoustrojow
lub objetos¢ produktu, w ktéorym moga by¢é one obecne), ktorych spetnienie pozwala na
akceptacje funkcjonujgcego procesu produkcji. Kryterium to stosuje si¢ do oceny procesu
produkcyjnego (w trakcie trwania procesu produkcyjnego), a nie do oceny produktow
wprowadzanych na rynek

b) Kryterium bezpieczenstwa zywnosci — okresla dopuszczalne poziomy zanieczyszczen
mikrobiologicznych, ktorych przestrzeganie pozwala na akceptacje produktu przeznaczonego
do obrotu lub znajdujacego si¢ w obrocie. (W kryteriach tych uwzgledniono wyltacznie bakterie
chorobotworcze lub ich metabolity, ktore beda omawiane na nastepnych ¢wiczeniach)

Oznaczanie
1. Rodzina Enterobacteriaceae

a. NPL
Oznaczenie to przeprowadza w nast¢pujacych etapach:
Przednamnazanie (etap, ktory pozwala na odbudowanie si¢ komoérkom uszkodzonym
lub/i namnozenie komorek jesli w produkcie wystepuja one w bardzo niewielkiej ilosci).
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Wykonuje si¢ dla kazdego dziesigciokrotnego rozcienczenia badanej probki w trzech
powtorzeniach. Stosowane podloze - zbuforowana woda peptonowa, warunki inkubacji
37°C/18 godz.

Selektywne namnazanie (pozwalajace na zahamowanie rozwoju mikroflory towarzyszacej
przy jednoczesnym namnazaniu pateczek z rodziny Enterobacteriaceae). Podtoze ptynne EE
(podtoze z zoicia, zielenig brylantowa 1 glukoza), warunki inkubacji: 37°C/24 godz.
Roéznicowanie: z kazdej hodowli na bulionie EE z objawami wzrostu (zmetnienie) wykonuje
si¢ posiew metoda izolacyjng na podtoze VRBG-agar (podtoze o bardzo zblizonym sktadzie do
podtoza VRBL-agar; laktoza zastgpiona jest glukoza). Warunki inkubacji:

37°C/24 godz. Wszystkie pateczki z rodziny Enterobacteriaceae rosng na tym podlozu w
postaci kolonii o ciemno-czerwonej barwie. Na podtozu VRBG-agar podobne kolonie moga
réwniez tworzy¢ inne bakterie (np. Aeromonas hydrophila) nalezy wigc wykona¢ badania
potwierdzajace. W tym celu charakterystyczne kolonie przesiewa si¢ na agar odzywczy, a
nastepnie wykonuje testy potwierdzajace:

badanie aktywnosci oksydazy cytochromowej — mozna sprawdzi¢ stosujac gotowe testy, lub
z zastosowaniem odczynnika do badania oksydazy, ktérym nalezy nasaczy¢ utozong na ptaskiej
powierzchni bibute filtracyjng. Nastepnie pobiera si¢ fragment badanej kolonii (bagietka lub
plastikowa ezg) 1 rozciera na przygotowanej bibule lub polu testowym.

Jesli w ciggu 10 sekund barwa si¢ nie zmieni wynik uznaje si¢ za ujemny (charakterystyczny
dla pateczek z rodziny Enterobacteriaceae)

badanie zdolnosci do fermentacji glukozy (tzw. test fermentacyjny) — kolonie oksydazo-
ujemne nalezy posia¢ metodg ktuta do podtoza w prébowce - agar z glukoza 1 purpurg
bromokrezolowa, inkubacja 37°C/24 godz., gdy barwa zmieni si¢ na zo6tta (w wyniku
fermentacji glukozy do kwasoéw) wynik uznaje si¢ za dodatni (charakterystyczny dla pateczek

z rodziny Enterobacteriaceae)

Koncowa interpretacja wynikow
Jezeli jakakolwiek kolonia wybrana do testow potwierdzajacych jest oksydazo-ujemna 1
glukozo-dodatnia, wynik uznaje si¢ a za dodatni. NPL pateczek z rodziny Enterobacteriaceae

odczytuje si¢ wg zasad podanych na ¢wiczeniu 9.
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b. Oznaczanie liczby

Posiew materialu lub jego rozcienczen na podtoze VRBG-agar, warunki inkubacji: 37°C/24
godz. Po inkubacji losowo wybiera si¢ pie¢ charakterystycznych koloni, przesiewa na agar
odzywczy, a nastgpnie wykonuje testy na oksydaze¢ i test fermentacyjny (patrz oznaczanie
NPL). Wszystkie charakterystyczne kolonie nalezy policzy¢ i uwzgledniajac rozcienczenie
podaé liczbe w jtk/g lub cm?.

c. Oznaczanie obecnosci

* Przednamnazanie z uzyciem zbuforowanej wody peptonowe;j.

« Namnazanie selektywne — posiew po 1 cm’ z kazdej hodowli na zbuforowanej wodzie
peptonowej do bulionu EE.

* Réznicowanie - posiew metodg izolacyjng na podtoze VRBG-agar z hodowli z objawami
wzrostu na bulionie EE. (Etap ten wykonuje si¢ jedynie w przypadku min. dwoch
pozytywnych wynikow, jesli wynik pozytywny odnotowano w jednej probowce uznaje sie,
ze pateczki Enterobacteriaceae sa nieobecne w badanej ilo$ci materiatu).

Po inkubacji losowo wybiera si¢ pie¢ charakterystycznych koloni i przesiewa na agar

odzyweczy, a nastgpnie wykonuje testy na oksydaze i test fermentacyjny (patrz oznaczanie
NPL).

2. Escherichia coli

a. Oznaczanie liczby

e Posiew wglebny na podtoze chromogenne TBX-agar. Podloze to zawiera zofi¢,
enzymatyczny hydrolizat kazeiny, substrat chromogeny, ktory pozwala wykry¢ (poprzez
reakcje¢ barwng) enzym charakterystyczny dla pateczek E. coli - B-glukuronidazg.
Warunki inkubacji: 44°C/24 godz.. Kolonie E. coli maja barwe niebiesko-turkusows.

Rys. Kolonie Escherichia coli na podtozu TBX-agar.
3. Gronkowce koagulazododatnie — Staphylococcus aureus

a. Oznaczenie liczby

Badany material posiewa si¢ metoda wglebng 1 zalewa podlozem z plazmag krwi i1
fibrynogenem (RPF). Warunki inkubacji: 37°C/24-48 godzin.




" 4 UWM w Olsztynie; Katedra Mikrobiologii Zywnosci, Technologii i Chemii Migsa
“‘ Przedmiot: Mikrobiologia Zywnosci, Cwiczenie 11 i 12

Po inkubacji liczy si¢ charakterystyczne mate kolonie (czarne lub szare na skutek redukcji
zawartego w podtozu tellurynu potasu) otoczone strefg zmetnienia. Zmetnienie podtoza wokot
kolonii jest wynikiem reakcji wytwarzanej przez gronkowca koagulazy z zawarta w plazmie
krwi protrombing. Powstajg czasteczki stafylotrombiny, ktore tworza z fibrynogenem polimery
wytracajace si¢ wokot kolonii.
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Rys. Kolonie Staphylococcus aureus koagulazododatnie na podtozu RPF.
b. Oznaczanie obecnosci lub NPL

* Namnazanie: posiew wybranego rozcienczenia (obecnos¢) lub rozcienczen (NPL) w 3
powtdrzeniach do pozywki plynnej Giolitti-Cantoni. Przy posiewach wigkszej ilosci
materiatu, np. 10 cm® stosowaé pozywke podwojnie skoncentrowang. Warunki inkubacji:
37°C/24-48 godzin w warunkach beztlenowych. Z kazdej proboéwki, w ktorej wystapi po
inkubacji zaczernienie pozywki (wynik dodatni) wykona¢ posiewy potwierdzajace.

* Potwierdzanie: posiew z préb po namnozeniu metodg izolacyjng na podtoze RPF lub
Baird-Parkera. Warunki inkubacji:37°C/24-48 godzin.

Wyniki dodatnie:
podioze RPF — obecno$¢ przynajmniej jednej charakterystycznej koloni potwierdza obecnos¢
gronkowcow koagulazododatnich w prébie, z ktorej dokonano posiewu. To podloze nie
wymaga dodatkowego potwierdzania.

podtoze Baird-Parkera - pobra¢ typowe (szare lub czarne otoczone strefa przejrzysta lub

opalizujacg) oraz nietypowe kolonie (szare lub czarne bez strefy) i przesia¢ na ptynna pozywke
mozgowo-sercowya. Warunki inkubacji: 37°C przez 24 godziny. Po inkubacji wykona¢ prébe
na obecnos$¢ koagulazy; do jatowej probowki przenies$é

0,1 cm® hodowli i doda¢ 0,3 cm? plazmy krwi kréliczej. Po 4-6 godzinach inkubacji w temp.
37°C obserwowac $cinanie si¢ plazmy. Jezeli wynik jest ujemny inkubacje wydtuzy¢ o kolejne
24 godziny. Za koncowy wynik dodatni uznaje si¢ probe, z ktérej co najmniej jedna kolonia
zostata potwierdzona jako koagulazododatnia.
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4. Bacillus cereus

a. Oznaczanie liczby
* Posiew metodg powierzchniowa na podtoze MYP z mannitolem, czerwienig fenolowa,
polimyksyng i emulsja z6ttka jaja. Warunki inkubacji: 37-55°C/18-24 godzin, lub przez
48 godzin, jesli po pierwszej dobie kolonie nie s3 wyraznie widoczne.
Kolonie B. cereus sa duze, rézowe (brak fermentacji mannitolu) i zwykle, ale nie zawsze, sa
otoczone strefa zmetnienia w wyniku lecytyny z emulsji zo6ltka jaja z lecytynaza — enzymem
wytwarzanym przez B. cereus.

Rys. Kolonie Bacillus cereus na podtozu MY P-agar.

* Badania potwierdzajace: z kazdej plytki wzigtej do liczenia wybiera si¢ po 5
charakterystycznych kolonii (ze strefa zmetnienia lub bez strefy) do potwierdzenia. Kazda
z nich posiewa si¢ za pomocg jatlowego drucika na zestalone w ptytkach podtoze agarowe z
odwtokniong krwig baranig punktowo na powierzchnie podtoza lub przez wktlucie.
Warunki inkubacji: 30°C/24 godz., po czym sprawdza si¢ czy wokot kolonii nastgpita hemoliza
krwi, czyli strefa odbarwienia podloza. Wystapienie takiej strefy jest reakcja dodatnia,
potwierdzajacg prawdopodobienstwo B. cereus.

5. Kryteria dodatkowe

Kryteria te nie wynikaja z przepiséw prawnych ale s czgsto oznaczane przez producentow
Zywnosci:

a. Wykrywanie obecnosci pateczek grupy coli w okreslonej ilosci materiatu

« Posiew namnazajacy po 1 cm® wybranego rozcienczenia w 3 powtérzeniach do probowek
z wybidrczg pozywka z siarczanem sodowo-laurylowym i rurka Diirhama. Warunki
inkubacji: 30°C/48 godz. Wynik dodatni — zmetnienie lub zmetnienie i gaz w 2 lub w 3
probowkach.
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* Posiewy potwierdzajace: z kazdej pozytywnej proby nalezy wykona¢ posiew ezg do
pozywki z laktoza, z6lcig 1 zielenig brylantowg. Warunki inkubacji: 30°C/24-48 godz.
Wynik dodatni — zmg¢tnienie i gaz w co najmniej 2 probéwkach.

b. Oznaczanie NPL paleczek grupy coli metoda 3-probowkowa

* Posiew namnazajacy do pozywki z siarczanem sodowo-laurylowym min. trzech kolejnych
rozcienczen. Warunki inkubacji: 30°C/48 godz. Wynik dodatni — zmetnienie lub zmetnienie
1 gaz.

* Posiewy potwierdzajace: z kazdej pozytywnej proby posiew eza do pozywki z zolkcia,
laktozg 1 zielenig brylantowa. Warunki inkubacji: 30°C/24-48 godz. Po inkubacji odczytuje
si¢ wynik NPL wg zasad oméwionych na ¢wiczeniu 9.

c. Oznaczanie liczby paleczek grupy coli

Posiew na podloze VRBL-agar (agar z fioletem krystalicznym, czerwienig obojetna, zotcig 1
laktozg). Warunki  inkubacji: 37°C/24  godz. Liczy si¢ charakterystyczne

ciemnopurpurowoczerwone kolonie otoczone czerwong strefa.
d. Oznaczanie liczby Enterococcus sp.

Posiew metoda powierzchniowa na podloze Slanetz’a (z azydkiem sodu i TTC). Warunki
inkubacji: 37°C/48 godz. Liczy si¢ charakterystyczne, drobne kolonie barwy ré6zowej, o roznej

intensywnos$ci zabarwienia.
Czes¢ praktyczna Cwiczenie 11:

1. Oznaczanie obecnoéci w 1 cm® materiatu paleczek z rodziny Enterobacteriaceae (etapy:
przednamnazania i namnazania selektywnego przygotowane — oznaczenie rozpocza¢ od
etapu roznicowania)

2. Oznaczanie liczby Escherichia coli — > grupy
Wykona¢ posiew bezposrednio z materiatu A.

3. Oznaczanie obecnos$ci gronkowcow koagulazododatnich — V2 grupy
Obecnos¢ oznaczyé w 1 cm® materialu B. (etap namnazania na pozywce Giolitti-Cantoni;
po inkubacji w anaerostacie; przygotowany — oznaczenie rozpocza¢ od etapu
potwierdzania).

Cze$¢ praktyczna Cwiczenie 12:

1. Odczyta¢ wyniki posiewdw z ¢wiczeni 11 i wykonaé posiewy potwierdzajace
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